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PENDAHULUAN 
Protease adalah salah satu enzim penting dan 
memiliki nilai ekonomi tinggi karena aplikasinya 
yang sangat luas di dalam industri enzim. Industri 
pengguna protease di antaranya adalah industri 
deterjen, obat-obatan, produk kulit, produk 
makanan dan bahkan dalam industri pengolahan 
limbah. Deterjen dengan beberapa merk terkenal 
mengandung enzim proteolitik, sebagian besar 
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ABSTRACT 
Proteases is enzyme that breaks the peptide bond to produce amino acids and simpler peptides. This enzyme can be isolated from a variety 
of sources such as plants, animals and microbe. Alkaline proteases of microbial origin possess considerable industrial potential due to their 
biochemical diversity and wide applications in tannery, food, medicinal formulations and detergents. The objectives of the research was to 
determine the characteristics of the protease enzyme produced by strain A1, including incubation time, substrate concentration azokasein, 
the optimum temperature and pH also stability. The effect of some metal ions as activators or inhibitors of the protease enzyme activity 
measured with a spectrophotometer at λ 280 nm. Strain A1 was identified by using 16S rDNA sequencing and phylogenetic analysis based 
on Neighbor Joining method. Strain A1 protease activity was qualitatively demonstrated the presence of a clear zone around the colonies in 
the medium containing 1% skim milk. Result showed that the highest activity were incubation time of three days, temperature of 50 ºC and 
pH 8.5  were 87.35 U/mL, 83.44 U/mL and  93.11 U/mL, respectively. Effect of metal ions in the form of divalent and monovalent cations 
at a concentration of 1 mM on protease A1 activated by divalent cations CaCl2, MnCl2 while divalent cations CuCl2, HgCl2 and 
monovalent cations KCl, NaCl were inhibitors of each enzyme activity. Result from molecular identification based on 16S rDNA 
sequence and phylogenetic analysis using Neighbor Joining method suggested that strain A1 was Bacillus subtilis. The strain was 
registered in the InaCC collection (no. B 398). 
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ABSTRAK 
Protease adalah enzim yang dapat memecah ikatan peptida menghasilkan asam amino dan peptida sederhana. Enzim ini dapat diisolasi 
dari berbagai sumber seperti tanaman, hewan dan mikroba. Protease alkalin yang berasal dari mikroba memiliki potensi industri yang 
cukup besar karena keanekaragaman biokimianya dan kegunaannya yang luas di dalam industri seperti penyamakan kulit, makanan, 
formulasi obat dan deterjen. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan karakteristik enzim protease yang dihasilkan oleh strain A1, 
meliputi waktu inkubasi, konsentrasi substrat azokasein, suhu dan pH optimum serta stabilitas. Pengaruh beberapa ion-ion logam sebagai 
aktivator atau inhibitor terhadap aktivitas enzim protease yang diukur dengan spektrofotometer pada λ 280 nm. Strain A1 diidentifikasi 
secara molekuler melalui sekuensing 16S rDNA dan analisis filogenetik berdasarkan metode Neighbor Joining. Aktivitas protease strain 
A1 secara kualitatif diperlihatkan dengan adanya zona bening di sekitar koloni di dalam media yang mengandung 1% susu skim. Hasil 
yang didapat dengan aktivitas tertinggi pada waktu inkubasi tiga hari, suhu 50 ºC dan pH 8,5 berturut-turut adalah sebesar 87,35 U/mL, 
83,44 U/mL dan 93,11 U/mL. Pengaruh ion logam dalam bentuk kation divalen dan monovalen masing-masing pada konsentrasi 1 mM 
pada enzim protease strain A1 diaktifkan oleh kation divalen CaCl2, MnCl2 sedangkan kation  divalen CuCl2, HgCl2 dan kation monovalen 
KCl, NaCl adalah sebagai penghambat aktivitas enzim. Hasil identifikasi molekuler melalui sekuensing 16S rDNA dan analisis filogenetik 
berdasarkan metode Neighbor Joining strain A1 adalah Bacillus subtilis. Strain telah didaftarkan di kultur koleksi InaCC dengan nomor 
koleksi B 398. 
 
Kata kunci: protease, Bacillus subtilis, analisis filogenetik 
diproduksi dari genus Bacillus (Nascimento dan 
Martins, 2006). 
Enzim merupakan salah satu bahan aditif di 
dalam pembuatan deterjen. Menurut Matheson 
(1996) di dalam Timurti et al. (2009), aditif 
pembuatan deterjen sebanyak 1-2% terdiri dari 
enzim, pemutih, pencerah, parfum dan pewarna. 
Enzim yang dapat digunakan dalam deterjen harus 
tahan terhadap sifat-sifat komponen deterjen, 
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terutama senyawa pemutih, aktif pada pH 7-10 
(alkalin) dan suhu yang beragam 40-65ºC (Hmidet 
et al., 2009). 
Amara et al. (2009) memperkenalkan ide 
untuk menggunakan protease dan lipase sebagai 
biodeterjen yang dapat berdiri sendiri tanpa 
menggunakan bahan kimia tambahan. Enzim 
protease berfungsi untuk menghidrolisa noda 
protein pada pakaian sehingga kotoran yang 
rnengandung protein seperti darah, lendir, keringat 
dan sebagainya akan mudah tercuci. Disamping itu 
kotoran lainnya yang terikat pada protein juga 
menjadi lebih mudah dihilangkan. Protease yang 
terdapat pada deterjen biasanya bekerja pada pH 
alkali dan suhu yang cukup tinggi. Alkali protease 
ini digunakan aditif pada deterjen karena 
kemampuannya yang bersifat biodegradable dan 
dapat meningkatkan kerja dari deterjen secara 
umum. Enzim protease sekarang digunakan sebagai 
pencuci sarang burung walet menggantikan bahan 
kimia hidrogen peroksida (H2O2) yang dikenal 
sebagai agen pemutih (bleaching)  yang bersifat 
alami dan aman bagi tubuh (Rahayu et al., 2013). 
Deterjen ramah lingkungan pun diharapkan dapat 
digunakan oleh masyarakat luas sebagai wujud 
kesadaran dalam menjaga keseimbangan ekosistem 
yang menjadi bagian dari lingkungan tempat 
tinggal dan kehidupan manusia (Nurkomalawati, 
2011). 
Media seleksi secara kualitatif di dalam 
penelitian ini adalah susu skim. Susu skim 
mengandung kasein, merupakan media yang sesuai 
untuk pertumbuhan mikroba karena kaya nutrien. 
Hidrolisis kasein digunakan untuk memperlihatkan 
aktivitas hidrolitik protease (Susanti, 2003). Kasein 
merupakan protein susu yang terdiri dari 
fosfoprotein yang berikatan dengan kalsium 
membentuk kalsium kalsenat yang tidak larut di 
dalam air serta membentuk koloid berwarna putih 
di dalam media padat. Dengan adanya enzim 
proteolitik dari mikroba, kasein ini akan 
terhidrolisis menjadi peptida-peptida dan asam-
asam amino ditandai dengan adanya zona bening di 
sekitar koloni mikroba (Pakpahan, 2009).  
Deterjen menggunakan enzim untuk 
menguraikan protein dan lemak. Protein dan lemak 
merupakan penyebab kotoran pada pakaian. 
Rumput, darah, dan telur, adalah contoh noda 
protein. Sementara lipstik, minyak, mentega, dan 
saus, merupakan noda lemak. Tanpa enzim, 
menghilangkan protein dan lemak sangat sulit dan 
memerlukan banyak deterjen serta suhu tinggi 
(Ahira, 2011).  
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
karakteristik enzim protease yang dihasilkan oleh 
Bacillus subtilis A1 dalam suasana alkalin yang 
dapat digunakan sebagai bahan biodeterjen yang 
ramah lingkungan. 
 
BAHAN  DAN  CARA  KERJA 
Persiapan Isolat 
Strain-starin yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah A1, A4 diisolasi dari terasi Udang  
Bonang, Samarinda dan C4 diisolasi dari terasi 
curah Samarinda yang dapat mendegradasi protein 
di dalam susu skim. Isolat dipelihara dalam media 
Nutrient Agar (NA) miring.  
 
Media Seleksi Enzim Protease secara kualitatif  
Media protease agar (2% susu skim, 0,5% 
pepton, 2% agar dengan pH 8) digunakan untuk 
mengetahui bakteri murni yang dapat merombak 
protein dituangkan ke dalam cawan petri. Inkubasi 
dilakukan pada suhu 37 ºC di dalam inkubator 
selama dua hari. Hasil pengujian secara kualitatif 
ditunjukkan dengan adanya zona bening di sekitar 
koloni mikroba (Naiola dan Widhyastuti, 2002).  
 
Media Kultur Mikroba 
Produksi inokulum dilakukan dengan cara 
strain A1 ditumbuhkan pada media agar miring NA, 
diinkubasi pada suhu 37 ºC di dalam inkubator 
sampai berumur tiga hari.  
 
Media Produksi Protease. 
Produksi protease dilakukan dengan metode 
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Cappuccino dan Sherman (1983) yang dimodifikasi 
dengan menginokulasikan  1 ujung ose strain A1, 
A4 dan C4 masing-masing berumur tiga hari ke 
dalam 25 mL media produksi (2% susu skim, 0,5% 
pepton) dengan pH 8 dan diinkubasi pada suhu 37 
ºC selama satu sampai enam hari di atas pengocok 
(shaker) inkubator dengan kecepatan 120 rpm. 
Setiap hari dilakukan pengambilan sampel 
sebanyak 2 mL. Sampel disentrifugasi dengan 
kecepatan 10.160 xg pada suhu 4ºC selama lima 
menit untuk memisahkan supernatan dan 
endapannya. Supernatan digunakan sebagai larutan 
mengandung enzim yang akan diuji aktivitas 
proteasenya. 
Sesuai dengan hasil penelitian dari Chu et al. 
(1992); Mabrouk et al. (1999); Beg and Gupta 
(2003) di dalam Jamilah et al. (2009) bahwa lama 
inkubasi enzim protease dari isolat Bacillus adalah 
24 jam (satu hari) sampai dengan 120 jam (lima 
hari). 
 
Pengujian Aktivitas Protease secara Kuantitatif.  
Aktivitas protease diuji dengan mengukur 
kadar asam amino sebagai produk hidrolisis protein 
dari susu skim oleh enzim protease. Larutan enzim 
yang menghasilkan asam amino yang terlalu tinggi 
diencerkan terlebih dahulu dan faktor pengenceran 
digunakan dalam perhitungan aktivitasnya. 
Isolasi dilakukan dengan menggunakan 
medium yang mengandung azo kasein, yang 
merupakan substrat yang baik untuk mengisolasi 
bakteri peng­hasil enzim protease dan menginduksi 
sintesis enzim protease alkalin (Ward, 1983; 
Fujiwara dan Yamamoto, 1987 di dalam Akhdiya, 
2003). 
Sebanyak 0,2 mL larutan enzim direaksikan 
dengan 0,2 mL substrat 0,1% azokasein dalam 
larutan buffer glycin-NaOH 0,05 M dengan pH 8 
dan diinkubasi pada suhu 40 °C selama 20 menit. 
Reaksi dihentikan dengan menambahkan 0,6 mL 
10% asam trikhloroasetat (TCA). Selanjutnya 
disentrifugasi selama 5 menit dan supernatan 
dipisahkan dari endapan. Pengukuran absorbansi 
supernatan dengan spektrofotometer pada λ 280 
nm. Satu unit aktivitas enzim protease didefinisikan 
sebagai banyaknya enzim yang dapat menghasilkan 
1 µg tirosin dalam kondisi pengukuran tersebut 
(Yang dan Huang, 1994). 
 
Karakterisasi Protease 
Pengaruh konsentrasi substrat azokasein 
terhadap aktivitas enzim diuji dengan cara 
mereaksikan larutan enzim dengan konsentrasi 
0,05%, 0,075%, 0,1%, 0,15%, dan 0,175%. 
Sedangkan pengaruh suhu terhadap aktivitas 
enzim diuji dengan cara mereaksikan larutan enzim 
dengan konsentrasi substrat azokasein 0,1% dengan 
hasil aktivitas yang tertinggi dengan pH  bufer 
glisin-NaOH dengan  aktivitas protease tertinggi 
yaitu pada suhu 30-70 °C dan untuk stabilitas 
enzim terhadap suhu, larutan enzim protease 
diinkubasi dalam masing-masing suhu tanpa bufer 
selama 10 menit. 
Pengaruh pH terhadap aktivitas enzim diuji 
dengan cara mereaksikan larutan enzim dengan 
konsentrasi substrat azokasein 0,1% dinkubasi 
dalam bufer glisin-NaOH 0,05 N dengan pH 7,5, 
8,0, 8,5, 9,0 dan untuk stabilitas enzim terhadap 
pH, larutan enzim diinkubasi dalam masing-masing 
pH bufer selama 10 menit. 
Pengaruh ion logam Ca2+, Mn2+, K+, Na+, 
Cu2+, Hg2+ dalam bentuk garam    dari masing-
masing CaCl2, MnCl2, KCl, NaCl, CuCl2, HgCl2  
sebagai aktivator atau inhibitor terhadap aktivitas 
protease dengan cara mereaksikan larutan enzim 
dengan substrat azokasein 0,1%  dengan 1 mM ion 
logam tersebut dan dibandingkan dengan enzim 
tanpa penambahan logam. 
 
Identifikasi secara molekuler strain A1 penghasil 
enzim protease 
Strain A1 penghasil enzim protease tertinggi 
diidentifikasi secara molekuler dengan sekuensing 
16S rDNA dan analisis filogenetik dengan metode 
neighbor joining menggunakan program Molecular 
Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) versi 5.2 
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dengan Multiple Sequence Comparison by Log-
Expectation (MUSCLE).  
 
Amplifikasi 16S rDNA  
DNA bakteri diisolasi menggunakan Wizard 
Genomic DNA Purification Kit (Promega). 
Amplifikasi 16S rDNA menggunakan metode PCR 
dengan primer universal yaitu 9F  dan 1510R. 
Komposisi per reaksi sebesar 50 µL menggunakan 
primer 9F dan 1510R 10 mM masing-masing 
sebesar 1,25 µL, DNA templete 2 µL (10-100 
ng),  Go Taq® master mix (Promega) sebesar 25 
µL, dan Ultra pure water DNA/RNAse free 20,5 
µL. Reaksi PCR menggunakan Thermalcycler 
(Takara, Shuzo, Co. Ltd.) sebagai berikut : 
denaturasi 95 °C selama 3 menit, dilanjutkan 30 
siklus yang terdiri dari denaturasi 95 °C selama 30 
detik, perekatan 50 °C selama 30 detik, 
pemanjangan 72 °C selama 90 detik. Pemanjangan 
akhir 72 °C selama 7 menit. Hasil produk PCR 
dipurifikasi, dilanjutkan dengan cycle sequensing 
dengan template 9F dan 1510R. Hasil cycle 
sekuensing dipurifikasi dan dilanjutkan dengan 
sekuensing di Genetic analyzer  ABI 3130. Hasil 
sekuensing dicek, diedit dan disambungkan 
menggunakan program Bioedit. Sekuen 16S rDNA 
strain A1 dibandingkan dengan sekuen di database 
GenBank NCBI (http://www.ncbi.nlm.nlh.gov/) 
menggunakan BLAST algorithm. 
 
Analisis filogenetik 
Metode analisis filogenetik strain A1 
menggunakan metode Neighbor Joining (Saitou 
dan Nei, 1987) dengan program MEGA 5.2.2. 
(Tamura et al., 2011). Parameter – parameter yang 
dipergunakan: model substitusi dengan Tamura 3-
parameter model,  gap diperlakukan sebagai 
‘missing data’ dan kekuatan klade diuji 
menggunakan metoda bootstrap (Efron, 1979) 
dengan 1000 kali pengulangan. 
 
HASIL  
Hasil pengujian aktivitas protease secara 
kualitatif dan semi kuantitatif ditampilkan pada 
Tabel 1. Hasil penelitian ini memperlihatkan bahwa 
strain A1, A4 dan C4  mampu menghasilkan protease 
ekstraseluler pada media susu skim agar yang 
ditandai dengan pembentukan zona bening di 
sekeliling koloni sel. Nisbah diameter zona bening 
dengan diameter koloni yang dinyatakan dengan 
indeks proteolitik (semi kualitatif) dari koloni strain 
A1, A4 dan C4 masing-masing sebesar 2,90, 2,20 dan 
1,50.  
Aktivitas enzim terhadap waktu inkubasi 
(Gambar 1) menunjukkan bahwa aktivitas enzim 
tertinggi strain A1, A4 dan C4 didapat pada waktu 
inkubasi tiga hari masing-masing sebesar 87,35 U/
mL, 56,06 U/mL dan 69,80 U/mL sedangkan 
aktivitas terendah dihasilkan pada hari keenam 
masing-masing sebesar 51,73 U/mL, 43,65 U/mL, 
46,25 U/mL. 
Strain A1 menunjukkan aktivitas proteolitik 
paling tinggi sehingga penelitian selanjutnya yang 
diteliti (Tabel 1 dan Gambar 1). 
Tabel 1. Hasil uji aktivitas protease alkalin secara kualitatif dan semi-kuantitatif (Alkaline protease 
activity assay results qualitatively and semi-quantitatively) 
Kode biak Aktivitas protease (kualitatif) Aktivitas  protease (semi-kuantitatif) 
A1 +++ 2,90 
A4 +++ 2,20 
C4 ++ 1,50 
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Gambar 1.  Aktivitas enzim protease dari strain A1, 
A4 dan C4 
Aktivitas protease strain A1 pada media agar 
yang mengandung susu skim diperlihatkan dengan 
adanya zona bening di sekitar koloni (Gambar 2). 
Aktivitas hidrolisis secara kualitatif merupakan 
gambaran kemampuan isolat mikroba proteolitik 
merombak protein dengan membandingkan  antara 
diameter zona bening di sekitar koloni dengan 
diameter koloni mikroba. 
Gambar 2. Strain A1 mendegradasi protein dalam 
susu skim (Strain A1 degraded protein 
in skim milk) 
Pengaruh konsentrasi substrat azokasein 
terhadap aktivitas enzim memperlihatkan bahwa 
aktivitas enzim tertinggi didapat pada konsentrasi 
0,1% sebesar 88,4 U/mL. (Gambar 3).  Sedangkan 
pada konsentrasi substrat azokasein lebih besar dari 
0,1% yaitu 0,15 dan 0,175% aktivitas protease tidak 
mengalami kenaikan.  
Gambar 3. Pengaruh konsentrasi substrat 
azokasein terhadap aktivitas protease 
(Effect of substrate concentration 
azocasein on the activity of protease). 
Variasi suhu memberikan pengaruh terhadap 
aktivitas enzim (Gambar 4). Pada suhu 30ºC 
sampai dengan 40ºC terjadi peningkatan. Suhu 
50ºC merupakan suhu optimum untuk aktivitas 
enzim sebesar 83,44 U/mL dan pada suhu 60ºC 
terjadi penurunan sebesar 0,74% dan pada suhu 
70ºC terjadi penurunan sebesar 14,17%. Uji 
stabilitas enzim terhadap suhu optimum 50ºC 
terjadi penurunan sebesar  24,89%.  
Gambar 4. Pengaruh suhu terhadap aktivitas dan 
stabilitas enzim (Effect of temperature 
on enzyme activity and stability) 
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Aktivitas optimum enzim dicapai pada pH 
8,5 dengan nilai aktivitas enzim sebesar 93,11 U/
mL (Gambar 5). Uji stabilitas enzim setelah 
enzimnya diinkubasi pada pH 8,5 selama 10 menit 
sebesar 62,57 U/mL terjadi penurunan sebesar 
32,80%. Setelah melewati pH optimum aktivitas 
enzim terus menurun begitupun dengan stabilitas 
enzimnya.  
Gambar 5. Pengaruh pH terhadap aktivitas dan 
stabilitas enzim (Effect of  pH on 
enzyme activity and stability)  
Terdapat zat kimia tertentu yang dapat 
meningkatkan aktivitas enzim (aktivator) dan dapat 
menghambat aktivitas enzim (inhibitor). Strain A1 
diaktifkan oleh kation divalen CaCl2, MnCl2 
masing-masing sebesar 8,22% dan 2,13%. 
Sedangkan kation divalen CuCl2, HgCl2 dan kation 
monovalen KCl, NaCl merupakan inhibitor. Ion 
logam Cu2+, Hg2+ , K+ dan Na+ menurunkan   
aktivitas enzim masing-masing sebesar 14,21%, 
79,99%, 9,37% dan 1,46% (Gambar 6).  
Gambar 6. Pengaruh ion logam terhadap aktivitas 
enzim (Effect of metal ions on enzyme 
activity)  
Hasil analisis DNA sequensing 16S rDNA 
strain A1 diperoleh sekuen dengan panjang 932 bp. 
Sekuen 16S rDNA strain A1 dibandingkan dengan 
sekuen di database GenBank NCBI menggunakan 
BLAST algorithm. Hasil BLAST strain A1 
menunjukkan homologi/kesamaan 100% terhadap 
Bacillus subtilis strain CH16. Adapun klasifikasi 
strain A1 sebagai berikut, kingdom: Bacteria, 
Filum: Firmicutes, Kelas: Bacilli, Ordo: Bacillales, 
Famili:  Bacillaceae, Genus: Bacillus, Spesies: 
Bacillus subtilis A1. 
 
PEMBAHASAN 
Kemampuan suatu mikroba dalam mengubah 
substrat dapat dilihat dari daerah zona bening yang 
terbentuk pada suatu medium tumbuh. Semakin 
besar daerah zona bening yang terbentuk 
menandakan bahwa mikroba tersebut memiliki 
kemampuan yang tinggi dalam mengubah substrat 
yang terkandung di dalam medium (Nurmalinda et 
al., 2013).  
Berdasarkan nilai indeks yang diperoleh 
(Tabel 1), strain A1 dapat menghasilkan enzim 
protease yang tertinggi sebesar 2,90. Akhdiya 
(2003) menyatakan isolat dengan indeks proteolitik 
≥ 3 sangat potensial untuk dikembangkan sebagai 
sumber protease. Penelitian ini bila dibandingkan 
dengan dengan penelitian Agustin, 2006 strain A1, 
A4 dan C4 yang berasal dari terasi Samarinda 
mempunyai indeks proteolitik lebih kecil dari isolat 
CG-10 (indeks proteolitik 3,3) yang berasal dari 
sumber air panas Cangar batu Malang. 
Zona bening di sekeliling koloni tidak 
mewakili jumlah protease yang dihasilkan oleh 
suatu mikroorganisme. Karena daerah bening yang 
dihasilkan akan bertambah dengan bertambahnya 
waktu inkubasi (Susanti, 2003). Sesuai dengan hasil 
penelitian ini bahwa strain A4 mempunyai zona 
bening lebih besar dari strain C4, tetapi aktivitas 
enzim protease dari strain C4 lebih besar dari strain 
A4. 
Kerja enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, 
terutama adalah substrat, suhu,  pH (tingkat 
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 Bacillus stearothermophilus IFO 12550T (AB021196) 
 Bacillus subtilis A1
 Bacillus subtilis JCM 1465T (AJ276351)
 Bacillus subtilis CH16 (KM492825)
 Bacillus licheniformis BCRC 11702T (EF433410) 
 Bacillus firmus IAM 12464T (D16268)
 Bacillus sphaericus DSM 28T (AJ310084)
 Bacillus mycoides ATCC 6462T (AB021192) 
 Bacillus megaterium ATCC 14581T (GU252112) 
 Bacillus clausii DSM 8716T (X76440)
 Bacillus pseudofirmus DSM 8715T (X76439) 
 Paenibacillus polymyxa DSM 36T (AJ320493)
 Paenibacillus alvei DSM 29T (AJ320491)
 Escherichia coli JCM 1649T (AB681728)
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Gambar 7. Pohon filogenetik strain Bacillus subtilis A1 penghasil protease berdasarkan analisis sekuen 16S 
rDNA menggunakan metode Neighbor Joining dan Escherichia coli JCM 1649T (AB681728) 
sebagai outgroup (Phylogenetic trees producing strains of Bacillus subtilis A1 protease based 
on 16S rDNA sequence analysis using Neighbor Joining method and Escherichia coli JCM 
1649T (AB681728) as outgroup) 
keasaman). Tiap enzim memerlukan suhu dan pH  
optimum yang berbeda-beda karena enzim adalah 
protein, yang dapat mengalami perubahan bentuk 
jika suhu dan keasaman berubah. Di luar suhu atau 
pH yang sesuai, enzim tidak dapat bekerja secara 
optimal atau strukturnya akan mengalami 
kerusakan (Ahira, 2011). Oleh karena itu untuk 
mendapatkan aktivitas protease optimum dari strain 
A1 ini semua aspek yang mempengaruhi kerja 
enzim harus diperhatikan agar didapat hasil yang 
maksimum. 
Enzim proteolitik yang akan dimasukkan ke 
dalam deterjen formulasi harus memiliki beberapa 
karakteristik yaitu aktif dan stabil pada nilai pH 
basa, mempunyai aktivitas dan stabilitas yang baik 
pada suhu relatif tinggi (40-50 °C dan bahkan di 
atas), kompatibilitas dengan senyawa deterjen 
seperti surfaktan, parfum dan pemutih (stabilitas 
selama penyimpanan dan mencuci), hidrolisis 
spesifisitas terhadap protein yang berbeda 
(Adinarayana et al., 2003; Kamoun et el., 2008). 
Semua deterjen yang digunakan saat ini untuk 
mencuci pada pH tinggi (basa) dan  suhu 50-70oC 
(Beg et al. (2003) di dalam Adinarayana et al., 
2003). 
Enzim tertentu dapat bekerja secara optimal 
pada kondisi tertentu pula. Sebagian besar enzim 
mempunyai suhu optimum yang sama dengan suhu 
normal sel  organisme tersebut (Kosim, 2010).  
Seluruh enzim peka terhadap perubahan 
derajat keasaman (pH). Enzim menjadi 
nonaktif  bila diperlakukan pada asam basa yang 
sangat kuat. Sebagian besar enzim dapat 
bekerja  paling efektif pada kisaran pH lingkungan 
yang agak sempit. Di luar pH optimum 
tersebut,  kenaikan atau penurunan pH 
menyebabkan penurunan aktivitas enzim dengan 
cepat.  Misalnya, enzim pencerna di lambung 
mempunyai pH optimum 2 sehingga hanya 
dapat  bekerja pada kondisi sangat asam. 
Sebaliknya, enzim pencerna protein yang 
dihasilkan  pankreas  mempunyai pH optimum 
8,5.  Kebanyakan enzim intrasel mempunyai 
pH  optimum sekitar 7,0 (netral). Pengaruh pH 
terhadap kerja enzim dapat terdeteksi karena enzim 
terdiri atas protein.  Jumlah muatan positif dan 
negatif yang terkandung di dalam molekul protein 
serta bentuk  permukaan protein sebagian 
ditentukan oleh pH. Perubahan pH pada skala 
deviasi kecil dapat menyebabkan turunnya aktivitas 
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enzim karena dengan perubahan ionisasi gugus-
gugus fungsionilnya (Hames et al. (2000) di dalam 
Putranto, 2006).  
Suhu optimum dan pH optimum aktivitas 
enzim protease bervariasi, penelitian-penelitian 
yang sudah dilakukan menunjukkan bahwa variasi 
suhu dari 40-80 °C dan pH 8-10 dalam karakteristik 
enzim proteolitik ekstraseluler bisa ada di antara 
berbagai spesies Bacillus. Aktivitas enzim protease 
dari strain A1 yang mempunyai suhu optimum 50 °
C dan  pH 8,5 sesuai dengan penelitian Nadeem et 
al. (2013) dan Mubarik (2001) bahwa enzim 
protease alkalin dan protease imobil menunjukkan 
stabil hingga 50 °C dan di atas suhu ini aktivitasnya 
menurun. 
Protease alkalin yang berasal dari mikroba 
dalam bidang industri mempunyai potensi yang 
cukup besar.  Aplikasinya yang luas dalam 
penyamakan kulit, industri makanan, obat, 
formulasi deterjen dan dalam proses limbah, 
pengobatan, pemulihan perak dan resolusi amino 
asam campuran dan untuk rumah tangga (Nehra et 
al. (2002) ; Rao et al. (1998); Jamilah et al. (2009). 
Pada saat ini, yang paling banyak 
dimanfaatkan sebagai sumber protease adalah 
mikroorganisme, terutama bakteri golongan 
Bacillus, dan kapang Rhizopus, Aspergillus, dan 
Mucor. Jenis mikroorganisme lain yang telah 
dilaporkan sebagai penghasil protease adalah 
Proteus, Seratia, Endothia, Streptomyces, Thermus, 
Pseudomonas, Penicillium dan sebagainya 
(Suhartono (1995); Yuratmoko et al. (2007); 
Djamel et al. (2009). Menurut Palsaniya et al. 
(2012) B. subtilis mempunyai aktivitas protease 
tertinggi dibandingkan dengan Pseudomonas 
fluorescens, E.coli dan Serratia marscens dan baik 
untuk digunakan di dalam industri deterjen. 
Ion logam diperlukan dalam bentuk kation 
monovalen dan divalen sebagai aktivator yang 
dapat meningkatkan aktivitas pada enzim-enzim 
tertentu. Namun ion-ion tersebut dapat pula 
bertindak sebagai inhibitor yaitu zat yang dapat 
menurunkan atau menghambat aktivitas enzim pada 
konsentrasi tertentu. Protease alkali dari Bacillus 
sp., Streptomyces sp., dan Thermus sp. memerlukan 
kation divalen seperti Ca2+, Mg2+  dan Mn2+ atau 
gabungan kation tersebut dan penambahan ion Ca2+ 
pada suhu tinggi akan meningkatkan kestabilan 
panas enzimnya (Rahayu et al., 2013). Menurut 
Naiola and Widhyastuti (2007) ada beberapa 
protease yang membutuhkan ion logam tertentu 
untuk meningkatkan aktivitasnya di antaranya 
penambahan ion logam Ca2+ terhadap B. pumilus 
Y1. 
Pengaruh penambahan ion logam dari 
beberapa penelitian telah dilakukan.   Untuk  strain 
A1 ion logam Ca+2, Mn+2 sebagai aktivator dapat 
menaikkan aktivitas enzim hal ini sesuai dengan 
penelitian Adinarayana et al. (2003), Nascimento 
dan Martins (2006), ion logam Cu+2, Hg+2 sebagai 
inhibitor sesuai dengan penelitian Yang et al. 
(2000), Siddalingeshwara et al. (2010), sedangkan 
kation monovalen K+ dan Na+ sebagai inhibitor 
sesuai dengan penelitian Fuad et al. (2004). 
Protease dari Bacillus banyak digunakan dalam 
industri makanan dan detergen sebagai contoh 
subtilisin komersial merupakan protease alkalin 
yang diproduksi oleh B. subtilis (Fuad et al., 2004). 
B. subtilis RSKK96 sangat menjanjikan untuk 
dipakai di dalam industri detergen laundry, 
makanan dan farmasi (Akcan dan Uyar, 2011). 
Enzim yang dapat digunakan sebagai aditif deterjen 
enzim yang mempunyai  aktivitas tinggi pada 
rentang pH basa (>pH 8,0), tidak terlalu 
dipengaruhi senyawa detergen atau ion-ion logam 
yang banyak di dalam detergen dan dapat bekerja 
pada suhu relatif luas, dingin atau panas (Fuad et 
al., 2004 dan Agustien et al., 2007). Untuk 
mendapatkan aktivitas enzim protease yang tinggi 
harus dilakukan  optimasi produksi protease dan 
produksi enzim pada skala labu kocok dengan 
menggunakan optimasi produksi enzim. Hasil 
penelitian ini sesuai dengan Yang et al. (2000) 
bahwa aktivitas optimum protease B. subtilis Y-108 
adalah pada suhu 50 °C dan pH 8.  
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KESIMPULAN 
Strain A1 dapat mendegradasi protein yang 
terdapat pada susu skim, dengan  aktivitas enzim 
protease tertinggi didapat dengan waktu inkubasi 
tiga hari dengan  substrat azokasein 0,1%, suhu 
50ºC, pH 8,5, diaktifkan oleh Ca+2, Mn+2 dan 
dihambat Cu+2, Hg+2dan K+, Na+. Hasil identifikasi 
molekuler dengan sekuensing 16S rDNA dan 
analisis filogenetik berdasarkan metode Neighbor 
Joining strain A1 adalah B. subtilis dan telah 
terdaftar di kultur koleksi InaCC dengan nomor B 
398. 
Untuk selanjutnya bahwa penelitian ini harus 
dilanjutkan dengan mengkarakterisasi biodeterjen 
dari B. subtilis A1 dan dibandingkan dengan 
deterjen komersial dan lokal. Diharapkan enzim ini 
dapat dimanfaatkan secara komersial. 
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